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    A soft agar colony formation assay, so called human tumor clonogenic assay (HTC assay) similar 
to that originally described by Salmon and colleagues, was utilized to measure the sensitivity of a 
total of 85 urologic malignancies including 36 urothelial cell carcinomas, 41 renal cell carcinomas, 5 
testicular tumors, and 3 Wilms' tumors to anticancer drugs. In addition, the results obtained were 
compared with those of a novel dye exclusion method (NDE assay) described by Weisenthal and 
colleagues. The NDE assay was utilized to measure the sensitivity of a total of 63 urologic malig-
nancies including 28 urothelial cell carcinomas, 25 renal cell carcinomas, 6 testicular tumors, and 
4 Wilms' tumors to anticancer agents. In both assay series, the concentration of anticancer drugs 
tested was approximately one tenth of the maximum serum level achievable after single bolus in-
jection. The colony forming rate inhibition of 70% or more in the HTC assay and the cell sur-
vival rate of 30% or less in the NDE assay were defined as "sensitive." Sixteen of the 36 urothelial 
cell carcinomas, 11 of the 41 renal cell carcinomas, and 1 of the 5 testicular tumors had both 
more than 30 colonies grown in control plates and enough cells in the specimens to provide at least 
one drug sensitivity testing. In urothelial cell carcinomas, 3 out of 13 tumors were "sensitive" 
to adriamycin, 3 out of 16 to cis-platinum, and 4 out of 15 to carboquone. In renal cell car-
cinomas, 2 out of 9 tumors were "sensitive" to adriamycin, 4 out of 11 to vinblastine, and none 
of 4 to Interferon alpha. Sufficient cell survival for the NDE assay was obtained in 19 out of 
28 urothelial cell carcinomas, and 17 out of 25 renal cell carcinomas. Two out of 14 urothelial car-
cinomas were "sensitive" to adriamycin, 6 out of 19 to cis-platinum, and 1 out of 17 to carboquone. 
In renal cell carcinomas, the results for "sensitive" to adriamycin were obtained in 3 out of 12 
tumors, 1 out of 14 to vinblastine, and 3 out of 5 to Interferon alpha. A comparison between 
the HTC and NDE assays was possible in 31 testings of 11 tumors. There was no agreement in any 
of the 31 testings for "sensitive," while there was good agreement in 24 of the 31 testings for "resis-
tant." The HTC assay might be useful in clinical medicine for a variety of purposes, including di-
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agnosing tumors and giving information of prognostic value; testing  u patient's tumor for chemo-
sensitivity when selecting the drugs. However, there are several problems in the use and interpreta-
tion of the HTC assay. One of them is the low plating efficiency and the small proportion of 
tumors suitable for testing. A great deal of additional development work is necessary to improve 
the assay systems for each type of tumor to be studied, including exploration of better growth media.
Key words: Human tumor clonogenic assay, Novel dye exclusion method, in vitro chemosensi-
tivity testing, Anticancer drug, Urologic malignancies
緒 言
癌 化学 療 法 の 効 果 に は腫 瘍 特 異 性 や 個 体 特異 性 に乏
し く,場 合 に よ って は薬 剤 毒 性 のみ が 顕 著 とな る こ と
が少 な くない.し た が っ てそ の 有 効性 を薬 剤 投 与 前 に
知 る こ とは 極 め て重 要 で あ る1).われ われ もこ の 目的
に そ って,当 初 は 当教 室 にお い て 樹 立 した培 養 細 胞 株
を中 心 に コ ロ ニー形 成 法 に て 薬 剤 感受 性 を検 討,報 告
して きたz-s).その 後 い っそ う 個 体 特異 性 の 高 い方 法
と してSalmonら の方 法6-7)に準 じてhumantumor
clonogenic(cc11)assay(HTCassay)を1982年12
月 よ り泌尿 性 器 悪 性 腫瘍127例中85例に 施 行 した,ま
たWeisenthalらR-10)の報 告 したnoveldyeexclu-
Sionmethod(NDEassay)に準 じた 抗癌 剤 感 受 性































F12培液 養 を 用 い て25×104cells/m1の細 胞 浮 遊液 を
作 成 しt.一.この 細 胞 浮 遊 液 をpolypropylen製の
Falcon2005tubeに1.Omlあて 注 入 し,1時 間 抗
癌 剤 と接 触 させ,工,000rpm,5分間 遠 心 し,新 鮮 培
養 液 に て3回 洗 浄 し抗 癌 剤 を 除 去 した.な おinterfe-
ronを用 い た場 合 に は持 続 接 触 と した .あ らか じめ 直
径35mmの 組 織 培 養dish(Falcon3001)に0.4%
agarose(Sigma,typeI)にてbasalIayerを作成
した もの の上 に,薬 剤処 理 され た 生 細 胞 をlo×104/ml
の濃 度 に て含 む0.24%agaroseを正確 に1.Om1重ね
culturelayerとし,軟 寒天2層 培 地 に て5%炭 酸 ガ
ス中 水 蒸 気 飽和 状態 に て3-4週 間 培 養 した.50個以
上 の 癌 細 胞 集 団 の ものを コ ロニ ー と して コ ロニ ーカ ウ
ン タ ー(白 井松 株 式 会 社,AutomaticparticleCOU-
nter,CP-2000)にて 算 定 した.今 回 使用 した 抗 癌 剤
は10剤でそ れ らの 濃 度 は 臨床 常用 量 時 の最 高 血 中濃 度
の10分の1と した(Table2).対照 群 の1dish当 た
り30個以 上 の コ ロニ ーが 認 め られ た場 合 に 抗 癌 剤感 受
性 試 験 が 可 能 と し,抗 癌 剤 処理 群 と対 照 と した未 処理
群 とを比 較 した.抗 癌 剤 に て処 理 され た 癌 細 胞 の コ ロ
ニ ー形 成 抑 制 率 が70%以 上 の場 合 を 感 受 性 あ りと判 定
した.
一 方HTCassayと 同様 に して得 られ た 泌 尿 性 器
悪 性 腫 瘍63例よ りの 単 離 浮 遊 細 胞 を 用 い てNDE
assayにて抗 癌 剤 感 受 性 試 験 を行 な い,HTCassay
に お け る感 受 性 結 果 と比 較 した.方 法 は15%仔牛血 清
含 有HamF12培 養 液 を用 い て15×10<cells/mlの
細 胞 浮 遊液 を作 成 し,polypropylene製Falcon2005
tubeY'1.Om1あて注 入 し,1時 間 抗 癌 剤 と接 触 さ
せ た.i,000rpm,5分間 遠 心 し,培 養 液 に て2回 洗
浄 した あ と,1.Omlの新 鮮 培養 液 を注 入 し腫 瘍 細胞 を
再 浮 遊 させ た あ と5%炭 酸 ガス下,水 蒸 気 飽 和 状態,
37℃ に て4日 間 培 養 した.interferonを用 い た場 合
には4日 間 の薬 剤 接 触 と した.4日 間 の 培 養 後,培
養液 に て1回 洗 浄 後0.2mlの 培 養液 に腫 瘍 細 胞を再
浮 遊 させ た 。2%Fastgreen(Sigma)0,2mlを加
え正 確 に10分間 染 色 した.次 い で 浮 遊 細 胞 収 集 装 置






























例が感受性を示 した.膀 胱移行上皮癌 におい ては,












































































































































































































ADRに 対 して6例 中1例が,CDDPに 対して10例
中4例が感受性を示 したが,CQお よびTHPに 対
してはそれぞれ8例 および6例 ともに感受性を示 さな
かった(Table6).膀胱移行上皮癌においてはADR
に対して8例 中1例が,CDDPに 対 して9例 中2例
が,CQ対 して9例中1例 が感受性を示した.腎細
胞癌ではADRに 対 して12例中3例 が,VLBに対 し
て14例中1例 が感受性を示したが,CDDPに 対 して
は7例 中全例が感受性を示さなかった.















































性 あ りと判 定 され た 試 験 結 果 は0,一 方,感 受 性 な し
と判 定 され た 結 果 は24試 験(77%)に 認 め ら れ た
(Table7).これ らの 感 受性 試 験 結 果 の臨 床 応 用 例 は
NDEassayにお け る3例 のみ で あ り,1例 にfalse
negative,2例にtruenegativeであ った,
考 察










cellのみであるとの証明が で きず,最 近 はhuman
tumordonogen量c(cell)assay(HTCassay)と








































































































dineの癌 細 胞 へ の取 り込 み を 指 標 と し た3H・TdR.
incorporationassayを評 価 して い る23).Tanigawa
ら22)はscintillationcountingassayによ る感 受性 結
果 はHTCassayの そ れ と よ く相 関 す る と 報 告 し,
Lieberら23)はHTCassayよりも3H-TdRincorp-
orationassayの方 が感 受 性 が 高 くまた再 現性 も高 い
と報 告 して い る.こ の方 法 は比 較 的 簡 便 で,し か も早
期 に 感 受性 結 果 を得 る こ とが で き有 望 な 感受 性 試 験法
と思 わ れ る 。
Weisenthalら8-9)は従 来 のdyeexclusionmethod
に比 し信 頼 性 が 高 い と され るNDEassayを 発 表 した.
す なわ ち本 法 で はHE染 色 を 対 比 染 色 と し て用 い る
ため 腫 瘍 細 胞 と非 腫 瘍細 胞 の鑑 別 が可 能 とな った,さ
らに 本 法 はHTCassayよ りも簡 便 で,早 期 に感 受
性 結 果 が 得 られ,永 久 標 本 が 得 られ る こ と よ り後 日の
再 検 討 が 可 能 で あ り,ま たnon・dividingcellsにお
け る抗 癌 剤 の細 胞 毒 性 を 検 討 で き るな どの 利点 を もっ
8).一 方,問 題 点 と して,薬 剤 に よる致 死 効果 を受 け
た 細 胞 が細 胞 膜 の正 常 機 能 を失 うまで に4日 以 上 の時
間 を 要 す る場 合 や,reproductivedeathをもた らす
薬 剤o`おい て は培 養 期 間 が4日 間 と短 い た め抗 癌 剤感
受 性 をunderestimateする傾 向 に あ る,わ れ われ は
HTCassayに よ る抗 癌 剤 感 受 性 結 果 とNDEassay
に お け るそ れ とを 比 較 した が,11例,31感受 性 試 験 と
少数 例 のた め どち らのassayが臨 床 治 療 効果 と よ く
相 関す るか の結 論 は 得 て い な い.





































































対して5例 中1例 が感受性を示 した.ま た膀胱移行上
皮癌においてはADRY:.対して9例 中2例 が,CDDP
に対して10例中3例 が,CQY'.対して10例中3例 が感
受性を示 した.腎細胞癌にてはADRに 対 して9例
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